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Eine optimierte automatische Methode
zur quantitativen immunologischen Antigen- und Antikörperbestimmung
Von H. EBELING
Aus dem Institut für Klinische Chemie undKlinische Biochemie (Direktor: Prof. Dr. H.-J. Dulce)
am Klinikum Stegllt^ der Freien Universität Berlin
(Eingegangen am 23. Januar/2. März 1973)
Es wird eine standardisierte automatische nephelometrische Methode zur quantitativen Antigen- und Antikörperbestimmung beschrieben.
Dazu werden für einige Antigen-Antikörper-Systeme optimale Verhältnisse von lonenstärke, pH-Wert, Temperatur, Reaktionszeit/
Netzmittel-, Antigen- und Antikörper-Konzentration ermittelt.
An optimised automatic method for the quantitative immunological determination of antigens and antibodies
A standardized automatic nephelometric method is described for the quantitative determination of antigens and antibodies. The optimal
conditions, i. e. ionic strength, pH, temperature, reaction time, concentrations of wetting agent, antigen and antibody, are reported for
some antigen-antibody systems.
Quantitative Angaben einzelner Proteine in Körper-
flüssigkeiten sind für den Arzt von größerer und spe-
zifischer Aussagekraft als Elektrophoresen mit Gesamt-
eiweißbestimmungen.
Bisher übliche quantitative Methoden, die radiale
Immundiffusion und Raketenimmunelektrophorese,
sind zeitraubend, teuer und eher semiquantitativ
(1-3).
Diese Arbeit lehnt sich an das von ECKMAN et al. (4)
vorgestellte System einer automatischen immuno-
logischen quantitativen Transferrin-Bestimmung an.
Anliegen ist es, die Reproduzierbarkeit dieser Be-
stimmungsweise zu überprüfen und die Methode so zu
optimieren und zu standardisieren, daß sie genau,
spezifisch, schnell, preisgünstig und auf andere Proteine,
Antigene wie Antikörper, anzuwenden ist.
Mit der Möglichkeit, über diese Methode Antikörper-
Konzentrationen zu bestimmen, ist ein Weg aufgezeigt,
schnell Immunisierungserfolge nach aktiver Schutz-
impfung zu kontrollieren.
Quantitative Aussagen über die bei Antigen-Anti-
körper-Reaktionen sich bildenden Präzipitat-Teilchen
kann man mit dem Verfahren nach HEIDELBERGER
(zit. nach KABAT (5)), mit der Turbidimetrie (6) oder,
wie auch in der vorliegenden Arbeit, mit der hoch-
empfindlichen Nephelometrie (7) machen. Dabei folgen
nephelometrische Konzentrationsbestimmungen einer
von RAYLEIGH entwickelten Beziehung (zitiert nach
(8)) =
I = Intensität der Streustrahlung,
I0 = eingestrahlte Lichtintensität,
l = Wellenlänge des eingestrahlten Lichtes,
N = Teilchenzahl in der Volumeneinheit,
V = Teilchenvolumen,
r = Abstand des Empfängers vom beleuchteten Vo-
lumenelement,
k = Konstante.
Unter konstanten Versuchsbedingungen (V, r, l =
konstant), niedriger Teilchenkonzentration und ge-
ringer Schichtdicke, ist I/I0 proportional der Teilchen-
konzentration.
Ein Hauptproblem, das Konstanthalten der Präzipitat-
Teilchengröße, setzt Einhalten konstanter Reaktions-
bedingungen voraus. Um eine möglichst hohe Streu-
strahlungsintensität zu erhalten, werden optimale
lonenstärken, pH-Werte, Temperaturen, Reaktions-
zeiten, Netzmittelzusätze, Antigen- und Antikörper-










Recorder und Chart No R0483
Pumpenschläuche
Primär- und Sekundärfilter von G. K. Turner Association 110 bis
812, narrow pass, (entsprechend 436 nm).
Photometer Eppcndorf, Hg-Filter 546 nm.
Spektralphotometer PMQ II von C. Zeiss.
Reagenzien
Monospezifische Antiscra gegen Human-Plasmaproteine vom
Kaninchen (Bchringwerke AG),
Standard-Human-Scrum, stabilisiert (Bchringwerke AG),
Human-Albumin, trocken, reinst (Behringwerkc AG),
Human-Transferrin, reinst (Behringwerke AG),
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Coeruloplasmin-Standard, lyophil getrocknet (Behringwerke AG),
Fibrinogen (Hyland, Q-PAK TM-Coagulation F. Reference
PJasma, Human, dried),
Partigen Immundiffusionsplatten (Behringwerke AG). ^
BRITTON-ROBINSON Puffer (9)-NaCl-Lösung: mit tridest. Wasser:
Lösung I:
2,85 mmol/1 Citronensäure nach SÖRENSEN (Merck),
2,85 mmol/1 Monokaliumdihydrogenphosphat p. a. (Merck),
2,85 mmol/1 Barbital p. a. (Merck),
2,85 mmol/1 Borsäure nach SÖRENSEN (Merck),
61,6 mmol/1 NaCl
Lösung II:
20 mmol/1 Natriumhydroxid-Plätzchen p. a. (Merck),
6.1,6 mmol/1 NaCl.
Mit 100 ml Lösung I plus 38,3 ml Lösung II wird auf pH 6,00,
unter Kontrolle mit der pH-Glaselektrode, eingestellt. Die fertige
Lösung hat eine Gesamtsalzkonzentration von 75,4 mmol/1.
Triton-Wasser: l Tropfen (= 35 mg) Wetting Agent Triton
x-100 (Technicon Chemicals S. A.) ad 11 tridest, Wasser.
Zur Eismbestimmimg
Merckotest Eisen Reagenziensatz (Merck).
Zur Bestimmung der totalen Eisenbmdnngskapa^ität außerdem
0,44 mol/J Natriumsulfat, wasserfrei, p. a. (Merck),
0,59 mol/1 Magnesiumsulfat p. a. (Merck),
Eiscn-HI-Lösung:« 0,179 mmol/1 FeCl3 · 6 H2O, 10 mmol/1 HC1.
Zur Proteinbestimmung bei 215/225 nm
1,58 mol/1 Natriumsulfat, wasserfrei, p. a. (Merck),




0,07 mol/1 Barbital p. a. (Merck),
1,38 mol/1 1,3-Piopandiol (96—98% GC, Schuchardt) werden
mit etwa 0,06 mol/1 NaOH auf pH 8,6 eingestellt.
Agarose-Gel-Lösung:
15 g Agarose werden ad l l gelöst mit einem Teil Veronal-Puffer
und drei Teilen tridest. Wasser.
Vorgehen
Im Prinzip werden alle Versuche nach dem Fließschema (Abb. 1)
durchgeführt. Durch das kontinuierliche Hindurchfließen der
Reaktionsgemische durch die Meßküvette soll ein Aggregieren
und Sedimentieren der Präzipitatteilchen verhindert werden. Bei
Nephelo-
meter Schreiber
allen Versuchen wird streng auf visuell partikelfreie Lösungen vor
Gebrauch geachtet. Zeigen sich Partikel, so werden die Lösungen
durch entstaubte Papierfaltenfilter in staubfreie Gefäße filtriert.
Nach den jeweiligen Versuchen wird das Durchlauf system gründ-
lich mit tridest. Wasser gespült. Der Probennehmer- und Anti-
körper-Schlauch (Schlauch Nr. l und 3) werden zuvor durch
etwa 15 min langes Ansaugen von 0,1 mol/1 NaOH von Protein-
resten befreit.
Antigen- wie Antikörper-Lösungen, soweit es sich um Plasma
oder Serum handelt, haben eine vom ^erdünnungsgrad ab-
hängige Eigenstreuung, die stets «mitberücksichtigt werden muß
(3,4).
I. Bei der Antigenbestimmung wird die Eigenstreuung der Antisera-
Lösungen als Basislinie durch einen etwa 10- bis ISminütigen
Antikörpervorlauf eingestellt. Dabei läßt man den Probenschlaüch
(Nr. 1) nur Probenverdünnungsmittel und Schlauch Nr. 2 Triton-
Wasser ansaugen. Verläuft die Basislinie parallel zum linken
Schreiberrand, werden die Proben über Schlauch Nr. l angesaugt.
Die Basis kann mit dem Baseline-Knopf am Fluoronephelometer
auf eine gewünschte Höhe eingestellt werden. Beim Ansäugen der
Proben empfiehlt es sich, mit der höchsten Eichwert-Konzen-
tration anzufangen. Diese Konzentration muß in der „Anti-
körperüberschuß"-Zone der HEiDELBERGER-Kurve (Abb. 8)
liegen (5, 10). In einem Vor versuch wird durch Verstellen des
Standard Calibration-Knopfes am Fluoronephelometer eine
zweckmäßige Spreizung dieses Meßpeaks erhalten.
Die Eigenstreuung der Proben wird ermittelt, indem der Anti-
körperschlauch Nr. 3 nur das. Antikörperverdünnungsmittel ohne
Antiserum ansaugt. Gegen diese Basis bestimmt man die Eigen-
streuung der Proben. Es muß dabei auf gleiche Apparat-Ver-
stärkung wie bei der Antigen-Aritikörper-Reaktion geachtet
werden.
Bei der Auswertung ergibt sich die wahre Streulichtintensität des
Antigen-Antikörper-Komplexes aus der Differenz Gesamtpeak-
höhe minus Eigenstreuungspeakhöhe (Abb. 2).
II. Bei der Antikörperbestimmtmg wird ähnlich wie bei der Anti-
genbestimmung verfahren. Die Basis wird durch ständiges
Ansaugen von Antigen-Lösung über den Schlauch Nr. 3 einge-
stellt. Sie entspricht dann der Eigenstreuung dieser Lösung. Die
Proben sind die verschiedenen Antikörper-Konzentrationen. Als
Abb. 1. Fließschema
a) zur Antigenbestimmung: Schlauch Nr. l = Antigenprobe; Nr. 2 =
Triton-Wasser; Nr. 3 = Antikörper-Lösung; Nr. 4 = Luft; o Nr. 5 =
Waschflüssigkeit zum Probennehmer (Lösung wie bei Nr. 2); Nr. 6 =
Küvettenabsaugung
b) zur Antikörperbestimmung: Schlauch Nr. l = Antikörperprobe;
Nr. 3 = Antigenlösung; sonst wie bei a)
20 40 60 80 100
a2-Makroglobulin [mg/l]
Abb. 2
Auswerten bei Berücksichtigen von Eigenstreuung, «a-Makroglobulinin Standard-Human-Serum Charge 570. Antikörper- (l : 6 vorverdünnt)
und Antigen-Lösungen in BRinoN-RoBiNSON-Puffer mit 0,038 mol/1
NaCl, pH 6,00. Kurve A = Immunpräzipitat- plus Eigen-Streuung
der Proben; Kurve B = Probeneigenstreuung; Kurve C — Differenz-
kurve aus Kurve A — Kurve B « reine Antigen-Antikörper-Kom-
plexstreuungs-Kurve
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Eichlösung dient eine Lösung mit bekannter Antikörper-Kon-
zentration. Von ihr stellt man eine Verdünnungsreihe her,
die man als Probe über Schlauch Nr. l ansaugen läßt. Die
Eichwerte müssen auf dem aufsteigenden Schenkel, der sog.
„Antigenüberschuß"-Zone bei Antikörperbestimmungen Hegen
(Abb. 9).
Auch hierbei muß die Eigenstreuung der Antikörperproben er-
mittelt werden. Man läßt dazu über Schlauch Nr. 3 das Antigen-
verdünnungsmittel ansaugen und bestimmt gegen diese Basis
durch Ansaugen der Antikörper-Proben über Schlauch Nr. l die
Eigenstreuung der Antikörper-Lösungen.
Die Bestimmungsweise der reinen Antigen-Antikörper-Streulicht-
intensität ist die gleiche wie bei der Antigen-Methode (s. o.).
III. Antikorper-Kon^entrationsbestimmtmg der Antikörper-Ausgangs-
lösimg (modifiziert nach AVERDUNK et al. (11)):
1. Äquivalenzpunkts-Bestimmung über den Automaten, Vor-
gehen wie bei Antigenbestimmung.
2. Herstellen einer Lösung mit der Antigen-Konzentration des
Äquivalenzpunktes.
3. Herstellen folgender Lösungen durch den Automaten:
Lösung A: Schlauch Nr. l und 3 in Puffer, Nr. 2 in Triton-Wasser.
Lösung B: Nr. 2 und 3 wie bei A, Nr. l in Antigen-Lösung.
Lösung C: Nr. l und 2 wie bei A, Nr. 3 in Antikörper-Lösung.
Lösung D: Nr. l wie bei B, Nr. 2 wie bei A, Nr. 3 wie bei C.
Etwa 5 ml dieser Lösungen werden jeweils durch Unterbrechen des
Durchlauf systems nach der Mischschlange aufgefangen und über
Nacht stehengelassen. Von Lösung D wird nach Zentrifugieren
der Überstand verwendet. Aus B und C und dem Überstand von
D werden gegen Lösung A (= Leerwert) die Proteingehalte durch
Messen der Extinktionen bei 278 nm am Zeiss-Spektralphotometer
an einer mit Reinst-Human-Albumin hergestellten Eichkurve
bestimmt.
Der Proteingehalt der Antikörper-AusgangslÖsung errechnet
sich folgendermaßen:
Die Eiweißgehalte der Lösungen B und C werden addiert. Davon
wird der Proteingehalt des Überstandes von Lösung D sub-
trahiert. Es ergibt sich der Proteingehalt des abzentrifugierten
Antigen-Antikörper-Präzipitates. Durch Subtraktion der be-
kannten Antigen-Eiweißkonzentration am Äquivalenzpunkt vom
Proteingehalt des Präzipitates erhält man durch Multiplikation
mit dem Antikörper-Vorverdünnungsfaktor die AntikÖrper-
Proteinkonzentration der Ausgangslösung.
Die Äquivalenzpunktsbedingungen werden zusätzlich über-
prüft. Dazu wird der Überstand der Lösung D durch zweidimen-
sionale Doppeldiffusionstechriik auf Vorhandensein von Anti-
körpern und Antigenen hin untersucht (5, 11, 12).
Ergebnisse und Diskussion
In der Literatur (3, 4, 11, 13—15) werden fast aus-
nahmslos standardisierte Reaktionsgemische mit Salz-
konzentrationen um oder höher als 0,15 mol/1 ange-
geben. Dabei wird ebenso wenig wie beim pH-Wert
auf optimale Verhältnisse geachtet. Optimale Immun-
präzipitate erhält man, wenn sowohl die Antigen- als
auch die Antikörper-Proben mit einer Puffer-Salz-
Lösung von 75,4mmol/l und pH 6,00 vorverdünnt
werden (Abb. 3 u. 4). Im Reaktionsgemisch herrscht
dann, infolge der Weiteryerdünnung über den Auto-
maten, eine Puffer-Salz-Konzentration von 11 mmol/1.
Bei höheren Salzkonzentrationen kommt es bei
Zwischenspülen mit Tritonwasser zu Nachpeaks und
somit zu schlechter Trennschärfe. Die Ursache dafür
ist, daß man durch Zwischenspülen mit salzfreier
Lösung optimalere Bedingungen bezüglich der Salz-
konzentration schafft. So kommt es während des Aus-
Abb. 3
Abhängigkeit derMeßpeakhöhe von der lonenstärke (O—O). Abszisse:
Ansätze der Antigen- (L— Ig G = 9,45 mg/1, — Ig M =8,0
mg/J, O—O Albumin = 26,027 mg/1 Standard-Human-Serum) und
Antikörper-Lösungen (l : 6 vorverdünnt) mit NaCl-Lösungen in mol/1:
V =0,0, IV - 0,0192, III = 0,0385, II = 0,077, I = 0,154, A =
0,3078, B =0,615, C = 1,23. Ordinate — links: lonenstärke der
Reaktionsgemische in mmol NaCl/I. Ordinate — rechts: Relative Peak-
höhen in cm (verstärkungs- und antigenkonzentrationsabhängig).










Abhängigkeit der Meßpeakhöhe vom pH-Wert: Abszisse: pH-Werte.
Ansätze der Antigen- (O — Q Albumin = 26,027 mg/I, — Ig G =
9,09 mg/l aus Standard-Hüman-Serum Charge 570; — Reinst-
Transferrin = 40 mg/1) und Antikörperlösungen (jeweils l : 6 vorver-
dünnt) in BRiTTON-RoBiNSON-Puffer-NaCl-(0,0385 mol/I NaCI) Lösung
jeweiligen pH-Wertes. Ordinate: Relative Peakhöhen in cm (ver-
•kungs- und anti; * - " ' ' ' ~stärkungs- genkonzentrationsabhängig). * Schlechte Trenn-
schärfe der Peaks
waschens zur weiteren Antigen-Antikörper-Komplex-
bildung, die sich in Nachpeaks bemerkbar macht.
Als optimale Reaktionstemperatur erweist sich Raum-
temperatur (23,5°C) (Abb. 5). Die reine Reaktions-
zeitdauer soll etwa 3 y% min betragen, um optimale
Streulichtintensitäten zu messen (Abb. 6). Bei 1. c.
(4, 11, 15) werden höhere Temperaturen und bei 1. c.
(3, 4, 11, 15) längere Reaktionszeiten neben den be-
sprochenen anderen Milieubedingungen beschrieben.
Zusetzen von etwa 30 mg Netzmittel Triton x-100 zu
einem Liter Reaktionsgemisch führt zu optimalen
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Antigen-Antikörper-Komplexbildung in Abhängigkeit von der Tem-
peratur: Abszisse: Temperatur in °C. Die Glasmischschlange ist bei
diesen Versuchen durch ein mit der jeweiligen Temperatur thermo-
statisiertes Wasserbad geleitet. Ordinate: Relative Peakhöhen in cm
als Ausdruck der Antigen-Antikörper-Komplexbildung (verstärkungs-
und konzentrationsabhängig). Ig G aus Standard-Human-Serum
9,45 mg/1. Antigen- wie Antikörper-Lösung (l: 6 vorverdünnt) jeweils
mit BRiTTON-RoBiNSON-Puffer pH 6,00 in 83 mmol/1 NaCl angesetzt
l l l l l l l !
2 4 8 10 12 14 16
Reaktionszeit [min.]
Abb. 6
20 22 24 26
Antigen-Antikörper-Komplexbildung in Abhängigkeit von der Reak-
tionsdauer: Abszisse: Reaktionszeit in Minuten. Die verschieden langen
Inkubationszeiten werden mit dazwischengeschalteten unterschiedlich
langen Glasschlangen erzielt. Ordinate: Komplexbildung ausgedrückt
in cm Peakhöhe (verstärkungs- und konzentrationsabhängig). O—O
Ig G = 9,45 mg/1, O—O Ig M = 10 mg/1 aus Standard-Human-Serum
und Antikörper-Lösungen (l: 6 vorverdünnt) in BRITTON-ROBINSON-
Puffer mit 75 mmol/1 NaCl, pH 6,00 bzw. mit 38 mmol/1 NaCl, pH 5,5
Peakhöhen im Gegensatz zu in der Literatur ange-
gebenen größeren Mengen (4) (Abb. 7). Ein Weglassen
von Netzmittel führt wegen einer von uns häufiger
beobachteten Instabilität der Antisera-Lösungen beim
Durchlaufen des Systems zu Ausfällungen.
Aufgrund der an einigen Beispielen untersuchten op-
timalen Verhältnisse von Antigen-Antikörper-Reak-
tionen empfiehlt sich folgendes standardisiertes Vor-
gehen. Beim Bestimmen von Präalbumin, Albumin,
saurem oCi-Glykoprotein, o^-Antitrypsin, Coeruloplas-
min, #2-Makroglobulin, /81C-Globulin, Transferrin,
Fibrinogen, Immunglobulin G, A und M aus mensch-
lichen Körperflüssigkeiten hat sich ein 1:6-Vorver-
dünnen der benutzten monospezifischen Antisera mit
01 10 20 50
Triton-Wasser [Tropfen/l]
l I I I I
100
L·
0.0350,35 07 " 175 3.5
Triton-Wasser [g/l]
Abb. 7
Antigen-Antikörper-Komplexbildung, ausgedrückt in der Peakhöhe,
in Abhängigkeit von der Netzmittelkonzentration (Triton x-100):
Abszisse: Triton x-100-Menge in Tropfenzahl bzw. g ad l l tridest.
Wasser (:l,\$ « Triton x-100-Konzentration/l l Reaktionsge-
misch). Ordinate: Relative Peakhöhen in cm (verstärkungs- und kon-
zentrationsabhängig), — Ig O * 10,5 mg/1, O^-O Ig M = 8,0mg/l
aus Standard-Human-Serum und Antikörper-Lösungen (l: <5 vorver-
dünnt) in BRiTTpN-RoBiNSON^Puffer mit 83 mmol/1 NaCl, pH 6,00 bzw.
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Abb. 8
Abhängigkeit der Antigen-Antikörperkomplexbildung von der Antigen*
konzentration (= „HEiDELBERGER-Kurve"): Abszisse: Antigen^Kon-
zentration ( = Albumin/reinst) in mg/1. Ordinate: Peakhöhe in cm. Anti-
albuminT(l: 6vorverdünnt)und Antigen-LösunginBRiTTON-RoßiNsoN-
Puffer, pH 6,00 mit 61,5 mmol/1 NaCl. Linker aufsteigender Schenkel
= „AntikÖrperüberschuß"-Zone, Wendepunktsbereich = Äquivalenz-
zone, rechter absteigender Schenkel = „Antigenüberschuß"-Zone
75,4 mmol/1 BaiTTON-RoBiNSON-PufFer-NaCl-Lösung,
pH 6,00, bewährt. Als Antigen-Eichstandard wkd ein
Standard-Human-Serum, ein Coeruloplasmiii-bzw. Fi-
brinogen-Standard benutzt. Die ^iitigen-Lösungen
werden ebenfalls mit der erprobten Puffer-Salz-Lösung
vorverdünnt. Für die beschriebene Antikörper-Vor-
verdünnung werden Antigen-Vorverdünnungen im
Konzentrationsbereich von 3,0 bis 50,0 mg/1 her-
gestellt. Nur der steil aufsteigende linke Schenkel
der HjEiDELBERGER-Kurve (== „Antikörperüberschuß"-
Zone) kommt dabei als Meßbereich in Frage (Abb. 8).
Die zu untersuchende unbekannte Probe wird so vor-
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verdünnt, daß sie bei normal hoher Konzentration im
mittleren Teil des Meßbereichs der Eichkurve läge. Da
eine hohe Antigenkonzentration leicht zu einem Anti-
genüberschuß und somit zu einer fehlerhaften Be-
stimmung führen könnte, sollte man aus Sicherheits-
gründen stets eine zweite Konzentration — und zwar
eine 1:2 Verdünnung der Vorverdünnung — mitbe-
stimmen. Dabei muß die Probe mit der höheren Kon-
zentration auch einen größeren Peak, die mit der
höheren Verdünnung einen kleineren Peak ergeben.
Sind die Peaks etwa gleich groß, befinden sich die
Konzentrationen um den Äquivalenzpunktsbereich. Ist
der Peak mit der kleineren Konzentration größer als der
mit der geringeren Verdünnung, so befinden sich die
Konzentrationen auf dem absteigenden rechten Schen-
kel der HEiDELBERGER-Kurve. In beiden Fällen. muß
die Probe stark vorverdünnt werden, um sie in den
gültigen Konzentrationsbereich der Eichkurve zu
bringen.
Für Antigenkonzentrationen kleiner als 3,0 mg/1 muß
die Antikörperkonzentration weiter verringert werden,
um optimale Antigen-Antikörper-Verhältnisse zu er-
halten. Wie aus Abbildung 9 hervorgeht, lösen Anti-
körperkonzentrationen, die höher sind als die an den
Gipfelpunkten dieser Kurven, die Antigen-Antikörper-
Komplexe wieder auf. So muß man, um Antigen-
Konzentrationen kleiner als 6,0 mg/1 optimal zu be-
stimmen, die benutzte Antikörperausgangslösung um
mehr als 1:4 vorverdünnen. Bei Antigen-Konzentra-
tionen kleiner als 3,0 mg/1 muß die Antikörper-Lösung
um mehr als 1:8 vorverdünnt werden, und bei Anti-
gen-Konzentrationen kleiner als 0,6 mg/1 muß die
Antikörper-Vorverdünnung mehr als 1:40 betragen
(Abb. 9).
Aus Abbildung 9 geht außerdem hervor, daß bei
konstanter Antigen-Konzentration der aufsteigende
550 1100 1650 2200 2750 3300 3850 4400 4950 5500
Antiolbumin-Konzentration [mg/l]
Abb. 9
Abhängigkeit der Antigen-Antikörper-Komplexbildung, dargestellt
als Peakhöhen, von der Antikörperkonzentration: Abszisse: Antialbu-
min-Konzentration in mg/1 (Ausgangslösung 5500 mg/1). Ordinate:
Relative Peakhöhen in cm (antigenkonzentrations- und verstärkungs-
abhängig). Antigen-Humanalbumin reinst (A = 6,322 mg/1, B =
3,161 mg/1, C « 0,652 mg/1) und die Antikörper-Verdünnungen in
BRITTON-ROBINSON-Puff er pH 6,00, Gesamt-Puffer-Salz-Konzentration
75,4 mmol/I. Linker aufsteigender Schenkel = „Antigenüberschuß"-
Zone, Wendepunktsbereich — „optimale" Antigen-Antikörperver-






links: Streulichtintensitäts-Peaks mit vier verschiedenen Albumin-
reinst-Eichlösungen (l = 33,413 mg/1, 2 = 16,706 mg/1, 3 = 8,353mg/l;
4 = 4,176 mg/1), Bestimmungsrate 80 Proben/Stunde (l : 1), Anti-
albumin- (l : 6 vorverdünnt) Lösung und Antigene in BRITTON-
RoßiNSON-Puffer-NaCl-Lösung, pH 6,00
rechts: Graphische Auswertung der Eichpeaks: Abszisse: Human-
Albumin-reinst-Konzentration in mg/1. Ordinate: Peakhöhe in cm
(Verstärkung hier 3,5). Da Proben ohne Eigenstreuung, entsprechen
die Peaks den reinen Antigen-Antikörper-Präzipitat-Teilchen
linke Schenkel dieser Kurven (die sog. „Antigenüber-
schuß"-Zone dieser Antikörperkurven) zur Antikörper-
Konzentrationsbestimmung benutzt werden kann. Sinn-
gemäß gilt auch zur Antikörperbestimmung das bei der
Antigenbestimmung bezüglich Eichen und Vorver-
dünnen der Proben Gesagte.
Die automatische Konzentrationsbestimmung von Anti-
gen oder Antikörper dauert vom Ansaugen der Probe
bis zum Schreiberausschlag 280 s. Bei dem geschilderten
optimierten und standardisierten Vorgehen befindet
sich die Reaktion im steady state, sichtbar an sauberen
Peakformen mit waagerechtem Plateau. Diese Op-
timierung läßt eine Bestimmungsrate von 80 Proben
pro Stunde zu. Dabei wird im zeitlichen Verhältnis von
1:1 Probe angesaugt und zwischengespült (Abb. 10).
Die Präzision dieser Methode in der Serie und von Tag
zu Tag ist am Immunglobulin G überprüft worden.
1. Präzision in der Serie für drei verschiedene Konzen-
trationen:
a) 10 mg/1, n = 26, ± s = 9,85 ± 0,17 cm,
b) 20 mg/1, n = 27, ± s = 17,46 ± 0,24 cm,
c) 30 mg/1, n = 24, ± s = 21,38 ± 0,27 cm,
VK = 1,27%.
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2. Präzision von Tag %ti Tag:
n = 20 Tage, Immunglobulin G-Konzentration
x ± s == 11,5 ± 0,233 mg/1, VK = 2,03%.
Der Präzisionsvergleich in der Serie am Beispiel Trans-
ferrin ergibt für die radiale Immundiffusion mit der
Partigenplatte einen Variationskoeffizienten von 10 bis
20% im Gegensatz zu dieser Methode mit 1,5%.
Es wird am Beispiel Albumin und Transferrin die
Richtigkeit der Konzentrationsangabe im Standard-
Human-Serum überprüft. Bei Bestimmen des Albumins
im Standard-Human-Serum nach (16) bei 215 und
225 nm ergibt sich fast 100% Übereinstimmung mit
dem Albumin-Sollwert. Ein Bestimmen der totalen
Eisenbindungskapazität (modifiziert nach 1. c. (17))
ergibt gleichfalls eine 100% Übereinstimmung mit
der Sollwertangabe, wenn ein Transferrin-MoL-Gew.
von 90000 und Vollsättigung pro Molekül mit zwei
Eisen[III]-Atomen zugrunde gelegt wird.
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